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論文内容の要旨
【目的】破骨細胞による骨吸収は多様なイオン動態の変化を伴う。その中でCIイオンは吸収寓へのプロト
ン分泌の維持やプロトン産生に伴って生じるHCO~の排出に必要であり骨吸収過程で重要な役書1]をしている。
一方、骨吸収認でCa2+が上昇すると破骨細胞機能は抑制されるが、このCa2I・sensmg機構はよくわかって
いない。これまでに低浸透圧刺激により活性化されるCI-チャネルが細胞外高Ca2+刺激によっても活性化さ
れることが証明されている。この研究では破骨細胞の容積評価法を考案しClチャネル活性とcel voJumc 
の関係を明らかにすることによってc~ll swellingがCa2 + -sensing機構のーっとして働いている可能性を検
討した。
【対象と方法】 5-8週令のマウス骨髄細胞を間葉系細胞(ST2)と共に iα.25(OH)2Da(10-RμM)、dexa-
methasone (10 7μM)存在下に7-10日培養することにより破骨細胞を分化させた。ホールセルパッチ
クランプ法によるCl-電流の測定とビデオマイクロスコピーによる形態学的変化の観察を同時に行った。ま
た蛍光色素I3CECFを用いた共焦点レーザースキャン顕微鏡による3D解析でintact細胞の細胞容積の評価を
行った。
【結果】 40mM Ca2'刺激によって細胞体断面積の拡大とともに海積感受性の外向き整流性CI-チャネルが
活性化された。高CaZ-t-刺激による細胞体の拡大とCl-チャネルの活性化は共に細胞内ATPの除去、細胞外
Na+の除去、 F-actinの重合阻害剤であるcytochalasinD、Na'/Caれ exchangerblockerであるDCBに
より抑制され、 Ct電流活性と細胞体の変化度には正の相関が見られた。共焦点レーザースキャン顕微鏡を
用いて3D解析を行った結果、低浸透圧刺激、高Ca2明l激共に破骨細胞の容積を増加させることが確認され
た。
【考察】以上の結果より高Ca2'刺激によるCl-チャネルの活性化がcellswellingを介して起こることが明ら
かになった。又、この過程が細胞外Na+およびアクチン細胞骨格に依存することから破骨細胞では高Ca2-t
刺激によってNa-流入に起因するcellswel1ingが起こることが示唆された。これは破骨細胞で、cel swelling 
がCa2 + -scnsing機構のーっとして働くことを初めて実証したものである。
論文審査の結果の要旨
破骨細胞による骨吸収は多様なイオン動態の変化を伴う。その中でCI-イオンは吸収寓へのプロトン分泌
の維持やプロトン産生に伴って生じるHC03-の排出に必要であり骨吸収過程で重要な役割をしている。
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方、骨吸収寓で‘Ca2'が上叫すると破骨細胞機能は抑制されるが、このCぷ t-sensing機構はよくわかってい
ない。これまでに低浸透圧刺激により活性化されるCl-チャネルが細胞外高Ca2+刺激によっても活性化され
ることが証明されている。この研究では破骨細胞の容積評価法を考案しCI-チャネル活性とcel volumcの
関係を明らかにすることによってccllswellingがCa2 +-sensing機借のーっとして働いている可能性を検討
した。その結果、 40mM Ca2+刺搬によって細胞体断面積の拡大とともに容積感受性の外向き整流性Clチャ
ネルが活性化される己とが確認注れた。また高Ca2時1]激~こよる細胞体の拡大とCI チャネルの活性化は共に
細胞内ATPの除去、細胞外Nぶの除去、 F-actlnの重合阻害剤であるのtuchalasinD、Na-/Caz+ excha-
nger blockerであるDCBにより抑制され、 Cl-電涜活性と細胞体の変化度には.iEの相関が見られた。共焦
点レーザースキャン顕微鏡を用いて3D解析を行った結果、低浸透圧刺激、高cu-刺激共に破骨細胞の容積
を増加させることが確認された。以上の結束より高Ca2-刺激によるClチャネルの活性化がccllswellinεを
介して起こることが明らかになった。〉く、この過程が細胞外Na+およびアクチン細胞骨格に依存すること
から破骨細胞で・は高Ca2~刺激によってNぜ流入に起因するcell swellingが起こることがよ唆された。これ
は破骨細胞でccllswcllingがCa2二sensmg機構のっとして働くことを初めて実証したものである。
以上の結果は、 Ca2・による骨吸収の制御メカニズムの一端を明らかにしたものであり、本研究は博士
(医学)の学位を授号ーするに値するものと判定された。
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